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SOUHRN

Proteomika je soubor analytickych metod umoziujici kvalitativni a kvantitativni popis

proteomu. Expresni proteomika kvantitativné porovndva proteomy bunck, tkani, t€lnich
tekutin a dalSich biologickych materidlt za riiznych podminek s cilem nalézt rozdily v expresi
proteinit a na zdklad¢ téchto rozdilti popsat biologické procesy probihajici ve zkoumanych
organizmech.

Vychozim materidlem expresnich proteomickych studii jsou slozité smési obsahujici
tisice proteint, které jsou analyzovany kombinaci separacnich (hlavné elektroforetickych a
chromatografickych) metod a identifikovany, pfipadné kvantifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Cilem této dizertacni price je demonstrovat vyuZiti ndstrojii expresni proteomiky k
feSeni nckolika biomedicinskych probléml. Rizné proteomické piistupy a ndstroje jsme
vyuzili ke studiu molekuldrnich mechanizm@ zdvaznych onemocnéni jak na biologickych
vzorcich pacientd, tak na modelovém organizmu a bunécné kulture. Konkrétné jsme tesili tii
ruzné projekty, a to hledani potencidlnich molekularnich cilii pro selektivni likvidaci bun¢k
lymfom z plastové zony rezistentnich na protinidorovou molekulu TRAIL, studium
molekuldrnich mechanizm@ srde¢niho selhdni s vyuZitim potkaniho modelu objemového
pretizeni a hleddni diagnosticky vyuZitelnych biomarkerli karcinomu ovaria. Vysledkem
téchto projektd je nalezeni molekuldrni ,slabiny* bun€k rezistentnich na protinddorovou
terapii potencidlné vyuZitelné k selektivni eliminaci rezistentnich bunék, ddle navrzeni dvou
moznych terapeutickych ziasahti v 1écbé chronického srdecniho selhdni a identifikace
potencidlniho biomarkeru karcinomu ovarii.

Ukézali jsme, Ze pti vhodném uspofddani experimentu a kritickém vyhodnoceni
ziskanych informaci proteomika poskytuje velmi cenny vhled do fyziologickych
i patologickych molekuldrnich procesti a méd potencidl v oblasti zdkladniho i aplikovaného

biomedicinského vyzkumu.

klicova slova: expresni proteomika, hmotnostni spektrometrie, dvourozmérna
elektroforéza, lymfom bunék z plastové zony, TRAIL, rezistence, srde¢ni selhdni, karcinom

ovaria, biomarker



ABSTRACT

Proteomics is a set of analytical methods which enable qualitative and quantitative
characterization of the proteome. Expression proteomics quantitatively compares proteomes
of cells, tissues, body fluids or other biological materials to find differencies in protein
expression and, based on these differencies, to describe the biological processes occuring in
investigated organisms.

An initial material for expression proteomic studies are complex mixtures containing
thousands of proteins, which are analyzed using separation (electrophoretic and
chromatographic) methods, and identified, possibly quantified using mass spectrometry.

The aim of this Thesis is to demonstrate the application of the tools of expression
proteomics in solving diverse challenges in biomedicine. We employed various proteomic
approaches and tools for studying molecular mechanisms of human diseases using pacient
biological samples, or a model organism and a cell culture. We were conducting three
different research projects, namely: A quest for potencial molecular targets for selective
elimination of TRAIL-resistant mantle cell lymphoma cells; Investigation of molecular
mechanisms of heart failure using a rat model of the disease induced by volume overload; and
Searching for diagnostically usable serum biomarkers of ovarian cancer. Results of our three
projects are discovery of molecular ,,weakness of resistant cells which has a potencial as a
therapeutic target for the selective elimination of such cells, suggestion of two highly
potential therapeutic targets for treatment of heart failure and identification of a new potential
biomarker of ovarian cancer.

We demonstrated that with a suitable experimental design and pointed evaluation of
gained results proteomics provides significant insight into the physiological and also
pathological molecular processes and carries a huge potencial in the fields of basic and

applied biomedical research.

key words: expression proteomics, mass spectrometry, two-dimensional
electrophoresis, mantle cell lymphoma, TRAIL, drug resistance, heart failure, ovarian cancer,

biomarker



1 UVOD

Termin proteom vyjadiuje proteinovy komplement genomu. Je to soubor vSech
proteinii pfitomnych v daném case v tkdni nebo bunce. Proteomika je védni obor,
¢1 spiSe soubor analytickych metod, umoziujici kvalitativni a kvantitativni hodnoceni
proteomu, vcetné studia struktury, funkce, lokalizace a interakce mezi proteiny.
Expresni proteomika porovnava proteomy kvantitativn¢, studuje rozdily v expresi
¢i koncentraci proteini télnich tekutin, tkdni a bunécnych linif s cilem charakterizovat
molekuldrni mechanizmy probihajici ve studovaném organizmu. Vychozim
materidlem expresnich proteomickych studii jsou sloZité smési obsahujici tisice
proteinii. Komplexnost proteinové smési a dynamicky rozsah koncentraci proteinti
v biologickych vzorcich jsou vysoké [1], proto je nutné tyto smési podrobit frakcionaci
pomoci vhodnych separacnich metod, hlavné elektroforetickych
a chromatografickych. K identifikaci proteini slouZi v proteomice hmotnostni

spektrometrie.

1.1 Proteomické strategie

Pro identifikaci a kvantifikaci proteini v komplexnich smeésich vyuziva
expresni proteomika dvé zdkladni strategie, a to ,,klasickou* a tzv. ,,shotgun* strategii.
,Klasickd*“ proteomickd strategie je zalozend na separaci komplexnich vzorkl
intaktnich proteinti a jeji nejbéznéjsi design piedstavuje dvourozmeérnd elektroforéza
(2-DE). Pomoci 2-DE jsou v prvnim rozméru proteiny separovany podle
pl izoelektrickou fokusaci v imobilizovaném gradientu pH (IPG-IEF) [2] a v druhém
rozméru podle Mr pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti
detergentu dodecylsulfitu sodného (SDS-PAGE) [3]. Kvantitativni informace
je pomoci 2-DE ziskdna porovndnim optickych denzit obarvenych proteinovych spott
na gelech a vybrané proteiny jsou identifikovany hmotnostni spektrometrii (MS).

Proteomicka strategie ,,shotgun (neboli brokovnice) je zaloZena na jedno- nebo



vicerozmérné separaci peptida, které vznikly Stépenim analyzovaného proteinového
vzorku specifickou endoprotedzou pred zacitkem separace. Vznikld smés peptidi
je pak separovana nejCastéji kombinaci dvou kapalinovych chromatografii, nebo IPG-
IEF spojenou s kapalinovou chromatografii. Identifikace peptidii je provedena pomoci
MS. Kvantitativni informaci je pfi pouZziti ,,shotgun* strategie mozné ziskat (vnesenim

stabilnich izotopll) rovnéZ pomoci MS.

1.2 Hmotnostni spektrometrie

MS je analytickd metoda méfici presnou (molekulovou) hmotnost chemickych
latek. V iontovém zdroji spektrometru dochazi mékkou ionizac¢ni technikou k ionizaci
peptidi. Ionty poté prolétaji hmotnostnim analyzdtorem, kde jsou déleny podle
hmotnosti a nisledné dopadaji na detektor. Jednotlivé peptidy jsou definovany svou
aminokyselinovou sekvenci, kterd zaroven urCuje hmotnost peptidu. Na zakladé
porovndni hmotnosti peptidu zméfené hmotnostnim spektrometrem s teoretickou
hmotnosti peptidu vypocitanou z aminokyselinové sekvence lze peptid a protein,
ze kterého peptid vznikl, identifikovat. Teoretické hmotnosti peptidl jsou odvozovany
in silico z genovych a proteinovych databazi. Porovnani a pfifazeni odpovidajici
sekvence aminokyselin pomoci teoretické a namétené hmotnosti peptidi je provedeno
softwarem.

Existuji dvé zdkladni metody identifikace proteinu pomoci MS, peptidovy
fingerprinting (PMF) a sekvenovani peptidia (MS/MS, tandemova MS). Metodou PMF
je protein identifikovdn porovndnim zmeéfenych piesnych hmotnosti peptidi vzniklych
z proteinu po Stépeni specifickou endoprotedzou (typicky trypsinem) s teoretickymi
hodnotami v databazich. PMF se vyuZziva v ptipadé€, kdy vzorek urceny k identifikaci
obsahuje peptidy pouze jednoho nebo nékolika proteinti. Proto se PMF pouziva hlavné

v kombinaci s 2-DE. Pfi tandemové MS dochdzi k nésledné fragmentaci vybranych



peptida, pfi které se peptidy rozpadaji predevSim v peptidické vazbé a vznikaji tak
razné velké fragmenty. Zméfenim piesnych hmotnosti fragmentl je ziskdna castecnd
nebo Uplnd aminokyselinova sekvence peptidi, ze které je nasledn¢ odvozen piivodni
protein. Tuto metodu je nutné pouZit pii ,,shotgun® piistupu, kdy peptidy vznikaji
Stépenim velkého mnoZstvi proteini a do iontového zdroje spektrometru jsou

pfivadény nezdvisle na tom, z jakého proteinu vznikly.



2 CILE DIZERTACNI PRACE

Tato dizertacni prace si klade za cil demonstrovat vyuziti riaznych
proteomickych nastroji a dvou zakladnich proteomickych strategii (2-DE
a ,,shotgun‘) k feSeni riznych biomedicinskych problémi. Expresni proteomika
zde byla vyuzita ke studiu molekularnich mechanizmi zavaznych onemocnéni,
ato jak na biologickych vzorcich pacienti, tak na bunéénych Kkulturach

a modelovém organizmu.

Dil¢i cile prace:

1. Identifikovat potencidlni molekularni cile pro selektivni likvidaci bunék

lymfomii z plast'ové zony rezistentnich na protinadorovou molekulu TRAIL

2. Popsat molekularni mechanizmy srde¢niho selhani s vyuZzitim potkaniho

modelu objemového pietizeni

3. Nalézt diagnosticky vyuzitelné biomarkery karcinomu ovaria



2.1 Identifikace potencialnich molekularnich cili pro selektivni likvidaci
bunék lymfomi z plast'ové zony rezistentnich na protinadorovou

molekulu TRAIL

Proapoptotickd molekula TRAIL je atraktivnim pfedmétem vyzkumu jako
potencidlni terapeutickd latka pro 1écbu rtznych ndadorovych onemocnéni vcetné
lymfomu bunék z plastové zény (MCL). MCL je velmi agresivni onemocnéni
se Spatnou progndzou, pacienti umiraji do 5-7 let od diagnézy [4]. TRAIL prokézal
cytotoxicky a cytostaticky efekt na fadu leukemickych 1 lymfomovych bunék in vitro
arovnéZ in vivo na zvitecich modelech [5, 6], ale zdroven byl pozorovin vyvoj
rezistence na TRAIL u fady bunécnych linii [7]. Obecné lze fici, Ze vyvoj rezistence
pfi chemoterapii nddorovych onemocnéni pribéh 1éEby velmi komplikuje. Rezistence
je Casto zodpoveédna za progresi a/nebo relaps nemoci. Rozhodli jsme se popsat zmény
v nddorovych bunkéch asociované s rezistenci na TRAIL. Provedli jsme porovnani
proteomit bunék MCL senzitivnich na TRAIL s buiikami rezistentnimi na TRAIL.
Cilem této proteomické studie bylo identifikovat zmény v expresi proteini spojené
srezistenci lymfomovych bun€k na protinddorovou molekulu TRAIL a mezi
identifikovanymi proteiny vybrat takové molekuly, které by mohly tvofit ,,slabiny*
rezistentnich bun€k vhodné jako terapeutickd zdsahovd mista. Ddale bylo cilem,
na zédklad¢ téchto ,slabin“, navrhnout vhodné zplsoby selektivni eliminace
rezistentnich bunék.

Proteomickou studii jsme provedli na bunécné linii HBL-2, coZ je zavedeny
laboratorni model MCL. HBL-2 buiiky jsou citlivé na TRAILem indukovanou vn¢jsi
drédhu aktivace apoptézy. TRAIL-rezistentni subklon HBL-2/R byl ziskdn postupnym

zvySovanim koncentrace TRAILu v médiu (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Pieziviani bunék

| B veL2 [ HBL2R HBL-2 a HBL-2/R po 78 hodinach
5 h = B [ = v pfitomnosti TRAILu. Subklon
é Z:: HBL-2/R rezistentni na TRAIL byl
_:g - odvozen od bunék HBL-2 pivodné
_% o senzitivnich na TRAIL.Absorbance
. o HBL-2 buné¢k rostoucich v médiu

° o NS o \@9 \0@9 bez TRAILu byla stanovena jako 1.

koncentrace TRAILu v médiu (ng/ml)

Proteomickou analyzu bunécné linie HBL-2 a HBL-2/R jsme provedli pomoci
2-DE. Smés proteini z celobunééného lyzitu byla separovdna v prvnim rozméru
pomoci IPG-IEF a poté pomoci SDS-PAGE. Kvantitativni informaci o relativnim
zastoupeni proteinit v obou vzorcich jsme ziskali denzitometrickou analyzou
proteinovych spotd. Diferencidlné exprimované proteiny byly identifikoviany pomoci
MS. Identifikovali jsme 21 proteinti se zménénou expresi.

V TRAIL-rezistentnich bunikdch jsme odhalili sniZenou expresi tii enzymu
nukleotidového metabolizmu, a to purinnukleosidfosforylazy (PNP, 1,6x sniZend),
adeninfosforibosyltransferdzy (APRT, 2,2x sniZzend) a inozin-5-monofosfat-
dehydrogendzy 2 (IMPDH2, 1,6x snizend). Pro ovéteni vysledkli z 2-DE byla
provedena analyza metodou western blot pomoci specifickych protilatek proti PNP
a APRT v HBL-2 i HBL-2/R celobunéénych lyzatech. SniZeni exprese téchto enzymu
pravdépodobné ovliviiuje jak de novo syntézu, tak salvage drahu purinti a narusuje tak
ziejm¢ purinovou homeostdzu v HBL-2/R bunikich. Lze predpokladat, Ze dalsi
naruSeni obou metabolickych cest u HBL-2/R bunck (napiiklad inhibici né€kterych
dalsich zicastnénych enzymi) bude mit na tyto buiiky fatdlni vliv a povede k jejich
eliminaci.

Proteomickou analyzou bunék se ndm podafilo odhalit metabolickou dréhu

piedstavujici potencidlni ,,slabinu‘ TRAIL-rezistentnich bun¢k. Navrhli jsme eliminaci
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TRAIL-rezistentnich  MCL bun¢k specifickymi inhibitory enzyma purinového
metabolizmu (napf. methotrexdtem, forodezinem, ribavirinem), které by mély byt pro
tyto buniky vysoce toxické ve srovnani s buiitkami senzitivnimi na TRAIL, a mély by
tedy byt velmi efektivni pfi jejich selektivni likvidaci.

Demonstrovali jsme tak moZnou budouci ulohu expresni proteomiky

v individualizaci protinddorové terapie.

Vysledky této prace byly publikovany v ¢lanku:

Resistance to TRAIL in mantle cell lymphoma cells is associated with

the decreased expression of purine metabolism enzymes. Pospisilova Jana, Vit

Ondrej, Lorkova Lucie, Klanova Magdalena, Zivny Jan, Klener Pavel, Petrak

Jiri. International Journal of Molecular Medicine 2013; 31(5):1273 (IF 1,96).
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2.2 Popis molekularnich mechanizmi srde¢niho selhani s vyuzitim

potkaniho modelu objemového pietizeni

Chronické srde¢ni selhani (CHSS) je zdvaZzné kardiovaskuldrni onemocnéni,
kterym v CR roéné onemocni 40 000 osob hlavné diichodového véku. CHSS je stav,
kdy srdce neni schopné pokryt metabolické potifeby tkédni. Tento zdvazny klinicky
syndrom ma velmi Spatnou prognézu, do 4 let od diagnézy umira polovina pacienti
[8]. Pokroky v diagnéze a 1é€b¢ CHSS jsou omezené i1 proto, Ze molekuldrni
mechanizmy zodpovédné za vyvoj a progresi CHSS nejsou zcela objasnéné a jejich
studium je ztizeno komplexnosti tohoto onemocnéni.

Pro nasi studii jsme pouZili dobfe popsany a definovany potkani model CHSS
vytvofeny objemovym pietizenim srdce v disledku chirurgického propojeni aorty

s dolni dutou Zilou (tzv. aorto-vendzni pistél, AVP, Obrazek 2) [9, 10].

Obrazek 2: Schéma
operativniho  zdkroku  pfi

tvorbé¢ AVP. Pist€l byla

provedena u desetitydennich
potkanich  samcii  kmene

Wistar.

Provedli jsme proteomickou analyzu porovndvajici zdravou srdecni tkan
kontrolnich potkanil se srde¢ni tkdni potkanii AVP. Zvolili jsme strategii ,,shotgun®,
tedy postup, pii kterém je proteinovy vzorek pred vlastni proteomickou analyzou
naStépen specifickou endoprotedzou na peptidy. Pro ziskani kvantitativni informace
jsme peptidy znacili izotopickymi znaCkami metodou iTRAQ [11]. Separace

znaCenych peptidi byla provedena kombinaci IPG-IEF a LC, identifikace
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a kvantifikace pomoci MALDI-MS. Celkové bylo identifikovano a kvantifikovano
2 030 proteint, z toho 66 proteini bylo signifikantné¢ diferencidln€¢ exprimovano.
Soucasné byla se vzorky srdecnich tkdni provedena analyza exprese mRNA na
Illumina RatRef-12v1 cipech. Testovano bylo 16 206 transkriptl, z nichZ diferencidlné
exprimovanych bylo 851.

Tato studie je dosud nejrozsdhlejsi semikvantitativni proteomickou
a transkriptomickou analyzou zmén souvisejicich se srdecnim selhdnim. N¢&které
vysledky této analyzy potvrdily jiz dfive publikované zmény typické pro srdecni
selhdni (napf. zmény exprese enzymul [-oxidace mastnych kyselin a enzymi
transportu vapenatych iontl). Zaroven byly identifikovany dalsi, s CHSS dosud
nespojované, proteiny a mechanizmy, které s vyvojem a progresi onemocnéni souvisi
a oteviraji prostor pro dalSi hypotézy a cilené experimenty sméfujici k detailnimu
pochopeni CHSS. Patii sem napiiklad identifikace zmén v expresi annexinti A2 a AS,
které jsme navrhli jako biomarkery srdecniho selhdni, a ddle navrzeni dvou
potencidlnich terapeutickych cilii pro 1écbu srde¢niho selhdni (monoaminoxiddza A
a transglutamindza 2).

V navazujici cilené studii zaméfené na pfiCiny arytmie pii srdeCnim selhdni
jsme odhalili sniZenou expresi connexinu 43 a P-connexinu 43 v srde¢ni tkani AVP
potkanti. Connexin 43 a jeho fosforylovand forma (P-connexin 43) jsou hlavni
proteiny tvorici tésné spojeni membran sousedicich kardiomyocytd, které je velmi
dalezit¢ pro spravné Sifeni elektrického impulzu a pro synchronni kontrakce
ve zdravém srdci. SniZzend hladina exprese téchto dvou proteinti souvisi se zhorSenou

kontraktilni schopnosti srde¢ni tkdn€ a zvysuje tak riziko arytmie pii srdeCnim selhéni.
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Vysledky nasi prace jsme shrnuli ve dvou publikacich:

Proteomic and transcriptomic analysis of heart failure due to volume overload
in a rat aorto-caval fistula model provides support for new potential therapeutic
targets - monoamine oxidase A and transglutaminase 2. Petrak Jiri, Pospisilova
Jana, Sedinova Miroslava, Jedelsky Petr, Lorkova Lucie, Vit Ondrej, Kolar
Michal, Strnad Hynek, Benes Jan, Sedmera David, Cervenka Ludek, Melenovsky
Vojtech. Proteome Science 2011; 11,9(1):69 (IF 2.42).

Myocardial morphological characteristics and proarrhythmic substrate in the rat
model of heart failure due to chronic volume overload. Benes Jiri Jr, Melenovsky

Vojtech, Skaroupkova Petra, Pospisilova Jana, Petrak Jiri, Cervenka Ludek,

Sedmera David. Anatomical Record-Advances in Integrative Anatomy

and Evolutionary Biology 2011; 294(1):102 (IF 1.34).
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2.3 Hledani diagnostickych biomarkeri karcinomu ovaria

Karcinom vaje¢nikt (karcinom ovarii, KO) je zdvazné nadorové onemocnéni
postihujici predevS§im Zeny po menopauze. KO vykazuje mezi vS§emi gynekologickymi
nadorovymi onemocnénimi nejhor$i prognézu [12]. Mechanizmy vedouci ke vzniku
nddoru nejsou dosud jasné popsdny a diagnostika i 1écba tohoto onemocnéni jsou
velmi obtizné. U vétSiny pacientek s KO chybi specifické symptomy v pocitcich
onemocnéni, a rovnéZ nejsou k dispozici senzitivni a specifické diagnostické
biomarkery. Expresni proteomika porovnidva proteomy a hledd diferencidlné
exprimované proteiny mezi dvéma a vice vzorky. Proto je idedlnim ndstrojem
k nalezeni biomarkert, kdy mizeme pomoci expresni proteomiky porovnat pacientské
vzorky se vzorky kontrolnimi.

Vychozim biologickym materidlem pro hleddni markeri KO bylo sérum
pacientek odebrané pied zahdjenim lécby. Séra pacientek byla porovndvédna se séry
kontrolnich zdravych Zen odpovidajicich vékem pacientkam.

Krevni sérum je velmi sloZitd smés proteind. Dvacet dva majoritnich proteini
séra predstavuje vice jak 99 % vsech sérovych bilkovin. Zbyvajici 1 % proteomu tak
tvofi mozny zdroj az tisicti proteinti — dosud bylo v séru spolehlivé identifikovano vice
jak 3 000 proteinti [1]. Proteomicka analyza krevniho séra je velmi obtiznd, protoZe
rozsah koncentraci jednotlivych proteini je extrémni: od desitek mg/ml (albumin)
az po pg/ml (interleukin 6), coZ odpovida rozdilu fadové 10" [1]. Zddn4 analytickd
metoda neni schopnd se s takovym rozsahem koncentraci ve vzorku vypotddat, proto
je nutné pied analyzou séra snizit dynamicky rozsah koncentraci proteinti ve vzorku.
My jsme zvolili dvé rGzné moznosti dpravy. V prvnim piipadé jsme vyuzili
Po tpravé jednotlivych vzorkl sér imunodepleci byl vytvofen smésny vzorek proteint,
které byly trypsinem Stépeny na peptidy a vzniklé peptidy byly znaCeny metodou
iITRAQ. V druhém piipadé jsme ekvalizovali séra pomoci tzv. hexapeptidové
knihovny a takto upravené vzorky analyzovali pomoci 2-DE.

Identifikovali jsme tfi proteiny se zménénou koncentraci, a to o-1-antitrypsin

(2x vyssi hladina v sérech pacientek s KO), apolipoprotein A4 (2,3x niZs§i koncentrace
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v sérech pacientek s KO) a retinol binding protein 4 (RBP4, 2,2x niZzsi koncentrace).
Zmeény v koncentraci proteint byly ovéteny v individudlnich neupravenych sérech 10
pacientek s KO a 10 zdravych kontrol metodou western blot. Zmény hladiny
a-1-antitrypsinu a apolipoproteinu A4 byly v sérech pacientek s KO nalezeny
a publikovény jiz dfive, proto jsme se zaméfili na protein RBP4, ktery byl v této
souvislosti identifikovdn poprvé. Absolutni koncentrace proteinu RBP4 byly
v jednotlivych neupravenych vzorcich sér ur€eny metodou ELISA, koncentrace RBP4

38-40 pug/ml odliSovala pacientky od zdravych kontrol (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Stanoveni absolutni koncentrace RBP4 v plvodnich neupravenych vzorcich sér

kontrolnich Zen a pacientek s KO metodou ELISA. KaZzdy vzorek byl méten v triplikatu.

SniZena hladina RBP4 v sérech pacientek s KO by mohla teoreticky souviset
se snizenou hladinou retinolu v krvi. Proto jsme porovnali koncentraci retinolu
v sérech pacientek a kontrol. Jeho hladina vSak byla v sérech obou skupin stejna.

Ovérovali jsme také (publikovanou) souvislost mezi sniZzenou hladinou RBP4

v krvi a inzulinovou rezistenci (diabetem 2. typu), poruchou glukézové tolerance
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a syndromem polycystickych ovarii. Zpétné jsme ovéfili anamnézu Zen zahrnutych
do experimentu. Ani pacientky s KO, ani kontrolni Zeny té€mito poruchami netrpély.
Proto predpokldddme, Ze nizkd koncentrace RBP4 v sérech pacientek nesouvisi
se zménami v hladindch retinolu a zminénymi poruchami, ale s jinymi zménami
zpusobenymi pfitomnosti nddoru. Déle jsme testovali mozny vliv zmén télesné véhy
pacientek na hladinu sérového RBP4. Souvislost mezi zménou hladiny RBP4
a obezitou byla publikovéna, ale vyslednd korelace mezi RBP4 a BMI (body mass
indexem) je diskutabilni. U skupiny pacientli s patologickou obezitou bylo po
gastrické bandédzi prokdzano sniZzeni koncentrace sérového RBP4 [13], testovali jsme
proto vztah mezi poklesem koncentrace RBP4 v séru pacientek a kachexii zptisobenou
nadorem. V naSem piipad¢ nebyly rozdily v BMI pacientek s KO a kontrolnich Zen
statisticky vyznamné.

SniZena koncentrace RBP4 v séru pacientek s KO by tak mohla byt ukazatelem
nutricnich zmén, ke kterym dochdzi v disledku ptfitomnosti karcinomu, a to jesté pred
patrnou ztratou hmotnosti pacientek. Po ovéieni této hypotézy na vétSi skupin€ Zen
s karcinomem ovaria a zdravych Zen, kterd bude dobfe stratifikovand z hlediska stadia
karcinomu, v€ku a celkového zdravotniho stavu z diivodu mozZnych souvisejicich
onemocnéni, je potencidlné mozné zatadit protein RBP4 do panelu diagnostickych

biomarkert karcinomu ovarii.

Vysledky tohoto projektu byly shrnuty v publikaci:

Decreased concentrations of retinol-binding protein 4 in sera of epithelial ovarian
cancer patients: a potential biomarker identified by proteomics. Lorkova Lucie,
Pospisilova Jana, Lacheta Jan, Leahomschi Sergiu, Zivny Jaroslav, Cibula David,

Zivny Jan, Petrak Jiri. Oncology Reports 2012;27(2):318 (IF 2.30).
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3 DISKUZE

Cilem této dizertaCni prace bylo demonstrovat vyuZziti proteomickych piistupli
a nastroji k feSeni rtiznych biomedicinskych problémii. Dvé zdkladni proteomické
strategie a kvantifikaCni metody spolu s hmotnostni spektrometrii jsme vyuZili
ke studiu molekuldarnich mechanizmi zdvaznych onemocnéni, a to na vzorcich
pacientli, na bunécnych kulturdch a jednom modelovém organizmu. Tii popsané
projekty poskytly fadu cennych dat, ktera byla publikovédna ve Ctyfech impaktovanych
Casopisech. Ukdzali jsme, Ze expresni proteomika je velmi vhodny néstroj
k odhalovéani rozdilii v expresi proteinti ve sloZitych biologickych vzorcich. Ma tak
velky potencidl zejména ve studiich bez pocatecni hypotézy a umoZznuje komplexni
vhled do molekularnich procest, fyziologickych i patologickych.

I pres dosaZené uspéchy na$i priace jsme si védomi omezeni, kterd souvisi
s provedenim experimentil a s technickymi limity proteomickych metod a hmotnostni

spektrometrie.

Limity a omezeni jednotlivych projekti

V prvnim projektu (kapitola 2.1 Identifikace potencidlnich molekuldrnich cila
pro selektivni likvidaci buné¢k lymfomt z plastové zony rezistentnich na
protinddorovou molekulu TRAIL) jsme odvozenim rezistentniho bunééného subklonu
simulovali moZnost vzniku rezistence nddorovych buné€k na TRAIL. VyuZili jsme
k tomu buné¢nou linii HBL-2 odvozenou z nddorovych bunék pacienta trpiciho
lymfomem bunék z plastové zény. Experimenty s bunécnymi kulturami jsou
v zdkladnim a aplikovaném vyzkumu casto pouzivané i ptes fadu omezeni, se kterymi
je nutné pocitat. Kultivované bunky rostou za nefyziologickych podminek — péstovany
jsou vumélém kultivanim médiu a v atmosféfe s mnohondsobné¢ vysSim tlakem
kysliku, nez odpovida situaci ve tkdnich. Kultivované bunky také postrddaji obvykly

tkanovy kontext, tj. pfitomnost jinych bunéCnych typl, s nimiZ by in vivo
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komunikovaly. V disledku toho se fenotyp kultivovanych bunék ¢asto méni a jejich
vlastnosti nemusi piesné odpovidat situaci v organizmu. Proto je nutné pocitat
s omezenou moZznosti aplikace ziskanych vysledkii pfimo na pacienta. Redlné¢ muze
v téle pacienta v prubéhu 1é¢by TRAILem (¢i obecné jakoukoli protinddorovou terapif)
vznikat fada bunécnych klont s odliSnym fenotypem. Tento projekt si vSak kladl za cil
na in vitro modelu 1) demonstrovat potencidl proteomické analyzy k odhaleni
molekuldrnich zmén asociovanych s vyvojem rezistence nddorovych bunék a 2)
dokumentovat vyuziti odhalenych zmén k navrZzeni zplsobu eliminace rezistentnich
bunék. V budoucnosti bychom radi analogickou proteomickou analyzu provedli pfimo
na pacientskych vzorcich a demonstrovali tak jeji skuteCny potencidl pro translacni

vyzkum.

Cilem naseho druhého projektu (kapitola 2.2 Popis molekuldrnich mechanizmt
srdeCntho selhdni s vyuzZitim potkaniho modelu objemového pietizeni) bylo
identifikovat zmény v expresi proteini a mRNA v prabéhu srdecniho selhdni na
potkanim modelu chronického srde¢niho selhdni (CHSS). Motivem této expresni
proteomické a transkriptomické analyzy byla nutnost hlubSiho pochopeni onemocnéni
nezbytné ke zlepSeni terapie CHSS. Identifikované zmény ptispély k dalSimu popisu
CHSS na molekuldrni drovni a odhalené zmény v expresi dvou enzymia MAO-A a
TGM2 nas vedly k navrzeni dvou riznych potencidlnich terapeutickych zasaha.

Patologické procesy spojené s vyvojem a progresi CHSS dosud nebyly detailné
popsény. Souvisi to nejen s komplexnosti tohoto klinického syndromu, ale také s tim,
Ze studium tohoto zdvazného onemocnéni na vzorcich myokardu pacienti neni mozné,
protoZe by se neobeslo bez zbytecné zatéZe pacientli a zdravych kontrol. Proto jsme se
rozhodli provést proteomickou studii na dobie definovaném potkanim modelu, kde
CHSS nastava v dasledku objemového pietiZzeni srdce po operativnim zdkroku [9, 10].
Zviteci modely rtznych lidskych onemocnéni jsou podobné jako experimenty

s bunécnymi kulturami pro zdkladni biomedicinsky vyzkum velkym pfinosem. Je vSak
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nutné pocitat s omezenou moznosti aplikace vysledki pfimo na pacienta z divodi
mezidruhovych rozdila.

Moznd omezeni vyplyvajici z vyuZziti potkanitho modelu vSak nejsou jedina,
kterd je na tomto misté nutné diskutovat. Proteomickou a transkriptomickou analyzu
jsme neprovadéli na izolovanych kardiomyocytech, ale na cCasti srde¢ni tkang,
myokardu. Takov4 tkan neobsahuje pouze kardiomyocyty a nalezené expresni zmény
nemusi odrdZet droven exprese v kardiomyocytech, ale mohou byt odrazem zménéné
exprese v jinych typech buné€k, naptiklad v endotelu nebo makrofazich infiltrujicich
myokard vlivem odpovédi organizmu na zanétlivé procesy probihajici v poskozeném
srdci. Dals$i omezeni naseho experimentu spoc¢iva v tom, Ze jsme porovnavali kontrolni
(zdravé) potkany se zvitaty se srde¢nim selhdnim (AVP) v jediném €asovém intervalu,
cca 22 tydnl po vytvoreni piStéle. Rozsdhlejsi analyza zahrnujici vice ¢asovych bodl
by ndm pravdépodobné umoznila rozliSit, zda ziskané vysledky odrdzi metabolické
a strukturni zmény zptisobené srde¢nim selhdnim, nebo jestli tyto zmény souvisi pouze
s hypertrofii srdce, kterd srdenimu selhani pfedchdzi. Takovou analyzu pldnujeme

provést v brzké budoucnosti.

Cilem tfettho projektu (kapitola 2.3 Hleddni diagnostickych biomarkert
karcinomu ovaria) bylo identifikovat proteiny v sérech pacientek s karcinomem ovaria
(KO), které by mohly slouZit jako biomarkery tohoto onemocnéni. KO je nddorové
onemocnéni s velmi Spatnou prognézou, u kterého je 1écba komplikovéana predevsSim
pozdni diagnézou. Pacientky vétSinou netrpi specifickymi ptiznaky, které by odhalily
karcinom v rané f4zi. Proto je nutné patrat po jinych diagnostickych moZnostech, mezi
které patii prave senzitivni a specifické markery.

Sérum teoreticky obsahuje stopy vSech probihajicich fyziologickych
i patologickych d&ji v podobé metabolitli, proteinti a peptidi uvolnénych tkédnémi,
a proto je vhodnym zdrojem pro hledani biomarkerti. Biomarkerem karcinomu ovaria
muze byt molekula pochdazejici pfimo z nddorové bunky, nebo z okolnich tkani

reagujicich na pfitomnost nadoru, anebo to miiZe byt molekula souvisejici s imunitni
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odpovédi organizmu. Stejné tak to miZe byt molekula souvisejici s jakoukoli jinou
odpovédi organizmu na zmeény probihajici v nddorové ¢i okolni tkdni. D& se
piredpoklddat, Ze potencidlni biomarker bude v séru pfitomny ve velmi nizké
koncentraci v porovndni s dal§imi jeho sloZkami. Dne$ni analytické metody nejsou
schopné bez predchozi tpravy minoritni nezndmou slozku séra odhalit, protoZe jejich
dynamicky rozsah je ¥adové 10* — 10° [14, 15]. Proto je nutné dynamicky rozsah
koncentraci jednotlivych proteinli séra snizit. V naSem projektu jsem k tomu pouzili
koncentraci proteinti pomoci hexapeptidové knihovny. Komplikaci takové tpravy
je skute¢nost, Ze odstranénim abundantnich proteinli ze séra dochdzi také ke ztratdm
dalsich proteini a peptidi. UZ odstranéni albuminu ze séra miiZe znamenat ztraty
proteini, které s albuminem interaguji. Mezi takovymi proteiny muzZe teoreticky byt
1 potencialni biomarker.

Porovnanim vzorkli sér pacientek a kontrol se ndm podafilo odhalit zmény
v koncentraci proteinu RBP4. Koncentrace RBP4 byla vyznamné nizsi v sérech
pacientek s KO a pfi ovéfeni metodou ELISA odliSovala pacientky od kontrol hranice
38-40 ug/ml. Vztah RBP4 ke KO je vSak zcela nejasny. Vyloucili jsme vliv nékolika
moznych faktorti, o kterych je zndmo, Ze mohou hladinu RBP4 ovliviiovat, a tim
je koncentrace vitaminu A v krvi, diabetes 2. typu (inzulinovd rezistence),
polycysticky syndromu ovarii a obezita.

SniZend hladina RBP4 v séru pacientek s KO je pravdépodobné spojena bud’
se zmé€nami v metabolizmu retinoidl u pacientek, sniZzenou produkci RBP4 v epitelu
ovarii, nebo odrdZi obecnégjSi procesy souvisejici senergetickym metabolizmem
a dal$imi systémovymi zménami v organizmu. V kazdém piipad¢ je nezbytné, aby tyto
hypotézy byly v budoucnosti testovdny na vétSi skupiné pacientek a zdravych Zen,
ktera bude dobre stratifikovana z hlediska stadia onemocnéni, véku a celkového

zdravotniho stavu
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4 ZAVER

Potencidl expresni proteomiky v oblasti biomediciny jsme demonstrovali vyuZitim
proteomickych ndstroji na tfech raznych projektech, které se liSily jak koncepci, tak
kombinaci separacnich a kvantifikacnich metod. Podafilo se ndm odhalit nékteré zmény
souvisejici s rezistenci lymfomové bunécné linie na protinddorovou molekulu TRAIL
a navrhnout mozné terapeutické cile pro selektivni likvidaci téchto rezistentnich bunék. Dale
jsme prispéli k popisu dosud nejasnych mechanizma patologickych zmén v selhdvajicim
myokardu studiem potkaniho modelu chronického srde¢niho selhdni a navrhli dva mozné
terapeutické zasahy vhodné k 1é¢bé tohoto onemocnéni. V neposledni fadé jsme porovnanim
sér pacientek s karcinomem ovaria se séry kontrolnimi identifikovali potenciélni diagnosticky
biomarker karcinomu.

Proteomika je dynamicky metodicky a koncep¢ni piistup ke studiu organizmi, ktery
se stal soucasti zdkladniho 1 aplikovaného vyzkumu, protoZze pii vhodném uspofddani
experimentu a kritickém vyhodnoceni ziskanych informaci poskytuje cenny vhled

do fyziologickych i patologickych molekuldrnich procesi.
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